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基中加入 TSA 为成熟诱导基，通过检测 ALB、AFP 的表达，LDL 吸收实验检测






























Therapeutic Potential of Adipose Tissue-derived 
Mesenchymal Stem Cells in Acutely  Injured Liver in Mice 
Abstract 
Background and objective Cell-based therapy is a potential alternative to liver 
transplantation. The goal of the present study was to examine the in vitro and in vivo 
hepatic differentiation potential of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 
(AT-MSCs) and to explore its therapeutic use. With a sufficient and easily obtained 
supply of adipose tissue as the source of adult stem cells, AT-MSCs are regarded as a 
hopeful tool for cell-based therapy. 
Method Human adipose tissue was collected after liposuction surgery from the 
cosmetic and plastic surgery center. The raw lipoaspirates (10–20 ml) were then 
washed with phosphate-buffered saline twice and digested with 0.075% collagenase I ; 
Proliferation of AT-MSCs was measured using a CCK-8 kit; The cells were analyzed 
with a FACSscan flow cytometer with a 488 nm wavelength for cell cycle. 
Transmission electron microscope was used for detection of ultramicrostructure; cell 
surface makers was analyzed on a FACSscan flow cytometer ; osteogenic and 
adipogenic differentiatio assay were performed using the Human Mesenchymal Stem 
Osteogenic and or Adipogenic differentiation Medium Kit. To induce hepatogenic 
differentiation, AT-MSCs were plated on 5-㎜ culture dishes coated with collagen  
in the expansion medium. After reaching confluency, the cells were were cultured in 
basic hepatic differentiation medium After 2 weeks of culture, the medium was 














concentration  of  dexamethasone at 10-5 M and/or 1 μM TSA. Furthermore, the 
differentiation medium was used with or without serum to detect the effect of the 
serum on the AT-MSCs. RT-PCR, immunofluorescence, PAS, uptake of Low-Density 
Lipoprotein staining were used for biological detection to hepatogenic differentiated 
cells. mice were administered a single abdominal injection of olive oil containing 
10% carbon tetrachloride at a dose of 100 μL/20 g body weight. simultaneously, cells 
for transplantation or control solutions were injected in the tail vein. the concentration 
of ammonia, ALT, AST and DBIL in serum of the sacrificed mice were detected at 
days 1, 3, 7. To evaluate the engraftment of the AT-MSCs in the mice livers. the mice 
were sacrificed after one month, and the livers were removed and fixed for further 
study. Histological analysis of liver tissues was conducted by serial tissue sectioning 
and stained with hematoxylin and eosin (H&E) or immunohistochemically examined 
for human specific ALB expression. 
Result  The AT-MSCs express specific markers including CD29, CD73, CD90 
and CD105, but are negative for the hematopoietic lineage markers such as CD11b, 
CD34, CD45, HLA-DR, and CD271. In this study, we isolated, identified, and 
cultured AT-MSCs with hepatic differentiation medium to evaluate their potential to 
differentiate into hepatic cells. After treatment, the morphologies of differentiated 
AT-MSCs changed into polygonal epithelial cells in serum-free hepatic differentiation 
medium but not in a similar medium containing 2% fetal bovine serum. The 
differentiated cells cultured without serum showed hepatocyte-like cell morphologies 














The bioactivity assays revealed that these hepatocyte-like cells could uptake 
low-density lipoprotein (LDL) and store glycogen. Furthermore, trichostatin A (TSA) 
enhanced ALB production and LDL uptake by the hepatocyte-like cells, similar to the 
functions of human liver cells. Importantly, transplantation of the human AT-MSCs 
could relieve the impairment of acute CCl4 injured liver in nude mice, and ALB could 
be detected in the liver of the injured mice one month post-transplantation.  
Conclusion  Adipose tissue is a source of multipotent stem cells that can 
differentiate into mature, transplantable hepatocyte-like cells in vitro and in vivo, and 
TSA is essential to promote differentiation of human MSC towards functional 
hepatocyte-like cells. The relief of liver injury after treatment with adipose 
tissue-derived mesenchymal stem cells suggests that AT-MSCs might be a novel 
therapeutic method for liver disorders or injury. 
 
















英文缩写 英文名称 中文名称 
AT-MSCs adipose tissue derived mesenchymal stem 
cells 
脂肪间充质干细胞 
DMEM dulbecco's minimum essential medium 达尔伯克(氏)必需
基本培养基 
FBS fetal bovine serum 胎牛血清 
CCK-8 Cell Counting Kit-8 细胞计数试剂盒 8 
PI Propidium Iodide 碘化丙啶 
PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
FITC Fluorescein isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 
PE Phycoerythrobilin 藻红素 
ITS Insulin-Transferrin-Selenium 胰岛素转铁蛋白硒
补充剂 




FGF fibroblast growth factor 成纤维细胞生长因
子 
OSM oncostatin M 制瘤素 M 
DMSO dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 
HGF hepatocyte growth factor 肝细胞生长因子 
EGF epidermal growth factor 上皮细胞生长因子 
TSA trichostatin A 曲古抑菌素 
DEPC diethyl pyrocarbonate 二乙基焦磷酰胺 
















PAS periodic acid-schiff 高碘酸-希夫(氏)染
色 
AFP alpha fetoprotein 甲胎蛋白 
ALB Albumin 白蛋白 
Pan-CK Paneytokemtin 广谱角蛋白 
HE Hematoxylin and Eosin Staining 苏木素伊红染色 
BSA bovine serum Albulmin 牛血清白蛋白 
TGFβ transforming growth factor beta 转移生长因子β 
IL-6 interleukin-6 白介素 6 
IL-11 interleukin-11 白介素 11 
G6P glucose 6-phosphate 6-磷酸葡萄糖 
TAT tyrosine aminotransferase 酪氨酸转氨酶 
LIF leukaemia inhibitory factor 白血病抑制因子 
HNF-4α hepatocyte nuclear factor-4α 肝细胞核因子 
HNF-3β hepatocyte nuclear facto-3β 肝细胞核因子 
ALT alanine aminotransferase 丙氨酸转氨酶 
AST glutamicoxalacetic transaminase 谷草转氨酶 
DBIL direct bilirubin 直接胆红素 

















                              前  言 
干细胞是一类具有无限自我更新能力的细胞，干细胞可进行多次、连续的自
我更新式的细胞分裂。起源于单一干细胞的子细胞可以分化出超过一种以上的细
胞类型，并能够在生物体内重建原来组织的功能[1]。1999 年 Pittenge 等[2]在《科
学》杂志第一次阐述骨髓来源的间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem 
cells BMSCs）是具有多项分化潜能的干细胞，以后不同组织来源的成体干细胞
逐渐被发现，如头皮[3]、胎盘，羊膜[4]、脐带血[5]以及各种胚胎组织[6]都发现有
间充质干细胞的存在。2001 年 Zuk 等[7]首次从人脂肪组织中成功分离获得脂肪
间充质干细胞，命名为人脂肪间充质干细胞（human adipose derived mesenchymal 
stem cells，hADSCs），其他文献也有称为 （adipose-derived adherent stromal 
cells/adipose-derived adult stem cells，ADASs） 、 （adipose tissue-derived stromal 
cells，ATSCs）、（adipose tissue-derived mesenchymal stem cells，AT-MSCs）、（human 
adipose derived stem/stomal cells，AT-MSCs）等[7-12]，如今已经证明几乎所有的成
体组织都含有干细胞。 
Zuk[7, 8]从脂肪组织中分离出的成纤维细胞样细胞，平均每 1ml 脂肪组织可
获得 106～3×106 个细胞。与 BMSCs 相比[14-16]，AT-MSCs 对培养基中的胎牛血清
的要求较低，传代培养中，平均倍增时间为 60 小时，并且保持稳定的倍增速率
直至 15 代以后，在此之前衰老和死亡的细胞所占的比例很少。AT-MSCs 传代培























(mesenchymal stem cells ,MSCs)相似[24]，到目前为止，其他非肝来源的 MSCs 如：
骨髓、脐带血、脂肪、胎盘、已成功诱导向肝样细胞分化[25]。后续研究发现，
MSCs 体外能分化为类肝样细胞，并表现出肝细胞样功能特性[14]，研究表明在各
































第一部分    




DMEM 高糖 美国 Hyclone 公司 
胎牛血清 美国 GIBCO 公司 
0.25%胰酶 美国 GIBCO 公司 
100×双抗 美国 GIBCO 公司 
Ⅰ型胶原酶 美国 Sigma 公司 
红细胞裂解液 碧云天生物技术研究所 
CCK-8 试剂盒 碧云天生物技术研究所 
成骨分化诱导试剂盒 广州赛业生物公司 
成脂分化诱导试剂盒 广州赛业生物公司 
PE 标记鼠抗人 CD29 美国 eBioscience 公司 
PE 标记鼠抗人 CD34 美国 eBioscience 公司 
PE 标记鼠抗人 CD105 美国 eBioscience 公司 
PE 标记鼠抗人 CD11b 美国 eBioscience 公司 
PE 标记鼠抗人 HLA-DR 美国 eBioscience 公司 
FITC 标记鼠抗人 CD45 美国 eBioscience 公司 
FITC 标记鼠抗人 CD90 美国 eBioscience 公司 
PE 标记鼠抗人 CD73 美国 BD 公司 
PE 标记鼠抗人 CD271 美国 BD 公司 
pan Cytokeratin 北京金桥生物有限公司 
FITC/D-light 标记兔抗鼠二抗 美国 Jackson ImmunoResearch 公司 
DAPI 美国 sigma 公司 
油红 O 碧云天生物技术研究所 















Trizol 美国 Biobasic 公司 
PCR 试剂盒 日本 Takara 公司 
PBS：800ml 蒸馏水中溶解 8g NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4 和 0.24g KH2PO4，
用 HCl 调节溶液的 pH 值至 7.4 加水定容至 1L。 
PBST：800ml蒸馏水中溶解 8g NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4和 0.24g KH2PO4，
2mltween-20，调整 PH 至 7.2。 
细胞冻存液：DMEM 高糖溶液：胎牛血清：二甲基亚砜，以 7：2：1 的比例混 
匀，冻存备用。 
磷酸盐缓冲液 (PB)： 
A 液： 0.2mol/L NaH2PO4 水溶液：NaH2PO4 · H2O  27.6g，溶于蒸馏水中， 后
补加蒸馏水至 1000ml 。 
B 液： 0.2mol/L 磷酸氢二钠水溶液，称取 Na2HPO4.12H2O 71.632g（或 
Na2HPO4·7H2O 53.6g 或 Na2HPO4·2H2O 35.6g），加蒸馏水溶解， 后加水至
1000ml。 
0.2mol/L pH7.4 的 PB 的配制：取 19ml A 液的和 81ml 的，充分混合即为 0.2mol/L
的 PB。可通过改变二者的比例来加以调整 PH 值，室温保存即可。 
4%多聚甲醛磷酸缓冲液：称取 40g 多聚甲醛，置于三角烧瓶中，加入 500～800ml 
0.1mol/L 磷酸缓冲液，加热至 60℃左右，持续搅拌使粉末完全溶解，通常需滴




期保存。用时取 6ml 原液加 4ml 三蒸水混匀，定性滤纸过滤，稀释后数小时内
用完。 
10％中性甲醛：称取 1g 中性甲醛粉末，加入 10ml 的三蒸水中，密封， 60℃水
浴中过夜才能溶解。配好的溶液 1 个星期内有效，4℃保存。 
1.1.2 主要实验仪器 
生物安全柜 Forma class 2  A2 美国 Thermo 公司 















倒置相差（荧光）显微镜 DMIL 德国 Leica 
细胞计数板              南京裕安仪器有限公司
激光共聚焦显微镜 FV1000 日本 OLYMPUS 公司 
透射电镜 JEM-2100HC 日本 JEOL 公司 
低速离心机 L420 湖南湘仪 
低温高速离心机 5804R 美国 Eppendorff 公司 
流式细胞仪 EPICS XL 美国 Beckman 公司 
PH 分析仪              ADWA  AD8000  上海拿华电子科技有限
公司 
酶标仪 Model 680 美国 Biorad 公司 
-80℃超低温冰箱 Forma 700 series 美国 Thermo 公司 
细胞培养皿/瓶 Corning 美国 Corning 公司 
1.2 实验方法 





菌 50ml 离心管，PBS 清洗两遍去除麻醉药及红细胞，获得纯度较高的脂肪颗粒；
0.075%Ⅰ型胶原酶 37 ℃恒温摇床消化 60 min，1500rpm 离心 10min，细胞沉淀
重悬，200 目筛网过滤，再次离心获得细胞沉淀，三倍体积红细胞裂解液裂解红
细胞 3 分钟、PBS 洗涤两遍，含 10%FBS，100U/L 青霉素，100U/L 链霉素的高
糖 DMEM 重悬，以 1～5×104/㎝ 2 接种至 10 ㎝培养皿中，简要步骤见（图 1-1）。
第一次 24h 后换液，去除悬浮未贴壁细胞，以后每 3d 换液一次；第一次接种的
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